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摘要: 在水温(21±1)℃下, 给体重(592.5±52.5) g 的日本鳗鲡(Anguilla japonica)雌亲鱼投喂每千克体重含 0.034 g 淫
羊藿和 0.034 g 菟丝子浸膏的饲料 90 d, 对照组投喂人工配合饲料, 研究淫羊藿和菟丝子对卵巢发育的影响。结果
显示, 饲料中添加淫羊藿和菟丝子的雌鱼卵巢大部分卵母细胞属第Ⅱ时相, 性腺指数和肝体比均显著高于对照组
(P<0.05); 卵母细胞油滴明显增多, 部分卵母细胞胞质已充满油滴, 核仁变小增多; 血清雌二醇(E2)和 11-酮基睾酮
(11-KT)水平显著升高(P<0.05), 实验组 11-KT 含量约为对照组的 4 倍; 肝脏卵黄蛋白原基因 vtg 表达量升高, 实验
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日本鳗鲡(Anguilla japonica)为降海洄性鱼类, 
是中国鳗鲡养殖的主要种类之一。中国鳗鲡养殖
始于 20 世纪 70 年代初, 现在中国养殖产量约占
全球的 70%。目前鳗鲡养殖苗种仍依靠采捕自然
苗种, 苗种资源是产业发展的最重要瓶颈之一。
日本鳗鲡人工繁殖研究自 20 世纪 60 年代开始, 
经过 50 多年的努力, 终于 2010 年在实验室获得
子二代的初孵仔鱼[1]。但是, 鳗苗产量低和高昂的













导过程中 , 雌鳗对激素敏感性的个体差异很大 , 
受精率、孵化率和幼鱼存活率较低, 而外源激素
注射前雌鳗的成熟度是决定人工诱导成功的重要



























1  材料与方法 
1.1  材料 
雌亲鱼为取自集美大学水产学院海水试验场
淡水循环水养殖的 7 龄日本鳗鲡 , 全长 (67.4± 
6.1) cm, 体重(592.5±52.5) g, 实验前投喂商品配
合饲料。 
淫羊藿产自贵州, 菟丝子产自山东, 冷冻粉
碎后过 160 目筛制成超微粉, 按料液质量比 1∶
10 加入 60%乙醇水溶液, 用高速分散机搅拌 1 h




1.2  实验设计 
120 尾亲鱼随机分为对照组和实验组, 放入
直径 1.5 m、高 1 m、容积 1000 L 的圆形养殖桶中, 
水为曝气自来水。各设 1 个平行组, 每桶 30 尾鱼。
配合饲料饲喂量为 2.5 g/kg 鱼体重, 待亲鱼摄食
稳定后 , 实验组分别将淫羊藿和菟丝子浸膏按
0.034 g/kg 鱼体重加入饲料中进行投喂, 实验组
投喂时间为 90 d, 对照组继续投喂人工配合饲料, 
实验期间控制水温在 (21±1)℃ , 养殖水体氨氮
<0.2 mg/L, 亚硝酸盐氮<0.05 mg/L, 溶氧>5 mg/L。
实验结束, 对照组和实验组各随机采鱼样 6 尾。 
1.3  生物学数据采集和组织学观察 
用浓度 0.01%的 MS-222 (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, USA)麻醉实验鱼, 测量体重和全长。
用注射器尾静脉取血。解剖鱼取卵巢及肝脏, 称
重 , 按下式计算性腺指数 (gonadosomatic index, 




固定 8~12 h, 梯度酒精脱水, 二甲苯透明, 石蜡
包埋。连续切片, 切片厚 5 µm, H-E 染色, Leica 
DM5500B 显微镜观察和拍照。 
1.4  ELISA 法测定血清中血清雌二醇(E2)和 11-
酮基睾酮(11-KT)的含量 
全血标本不加抗凝剂, 于室温放置 2 h 或 4℃
过夜后, 1000 g 离心 15 min, 取上清液得到血清, 
置于20℃保存备用。根据 Estradiol ELISA 试剂
盒和 11-Keto Testosterone EIA 试剂盒(Cayman 
Chemical Company, Ann Arbor, Michigan, USA)说
明书的操作方法分别检测单尾鱼血清中 E2 和
11-KT 的含量。 
1.5  卵巢发育相关基因的表达量 
取部分卵巢和肝样品放入液氮后转80℃冰箱
中保存, 采用 TRIzol 总 RNA 试剂盒(TIANGEN)提
取总 RNA, 用超微量紫外分光光度计检测 RNA
的浓度和纯度, 用 1%琼脂糖凝胶 TAE 检测 RNA
完整性。参照 Thermo 公司 First Strand cDNA Kit
说明书合成第一条 cDNA 链。在 NCBI 网站查找
日本鳗鲡内参基因(β-actin)、卵黄蛋白原(vtg)、芳
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香化酶(cyp19a1)和雌激素受体(erα、erβ) cDNA 序
列, 利用 PrimerPremier 5.0 软件分别设计上下游
引物(表 1)。将反转录得到的日本鳗鲡肝脏和卵巢
第一条 cDNA链用灭菌双蒸水稀释 10倍后作为模




表 1  引物序列 









β-actin F TCACCACCACAGCCGAAAGG 






cyp19a1 F TGATGCTGACTTTGCCACTGAT 
cyp19a1 R GTTCGTTCCCTTGAAAACCTTGT 
358 
erα F TCCTGGCTGGAGGTGCTGATAAT 
erα R GCCCCGACTTGCTGATGTAATA 
339 
erβ F TCTCCGCAAGTGCTACGAAGT 
erβ R AAGATGAGTTTCCCAGGGTGAT 
468 
 
配制好 PCR 体系进行 PCR 扩增, 目的基因扩
增循环数为 34, 内参基因 β-actin 扩增循环数为
28。用凝胶成像分析系统分析 PCR 产物电泳结果
并拍照。比较对照组和实验组肝脏 vtg、erα 和 erβ, 
以及卵巢 cyp19a1 的表达情况。 
1.6  肌肉脂肪酸含量测定 
在每尾鱼躯干的前中后部剪开皮肤, 各部均




至瓶内体积 2/3 处, 回流提取 8 h, 旋转蒸发回收
石油醚。旋干残留物转移至(100±5)℃烘箱干燥 1 h, 
放干燥器内冷却至室温。提取的粗脂肪用正己烷
定容至 5 mL, 加入 5 mL 2 mol/mL 氢氧化钾甲醇
溶液, 涡旋 2 min, 取 1 mL 上清液, 用正己烷定
容至 10 mL。将 37 种脂肪酸甲酯混标标准液定溶
于 10 mL 正己烷中, 配置成 2.5 mg/mL 的标准液, 
上机检测。TR-FAME 石英毛细管柱 100.0 m× 
250 μm×0.20 μm; 进样口温度 270℃ ; 进样量
1 µL; 流速 1.0 mL/min, 恒定流量, 检测器温度
280℃。升温程序: 初始温度 50℃保持 1 min, 以
30℃/min 升至 150℃保持 1 min, 以 1.5℃/min 升
至 210℃保持 5 min, 接着以 1℃/min 升至 240℃, 
再以 30℃/min 升至 250℃保持 5 min。载气: N2, 
纯度≥99.99%; 分流比 10∶1; 尾吹 45 mL/min。
外标法定量测定, 面积归一化法计算各脂肪酸的
含量。 
2  结果 
2.1  卵巢发育 










表 2  日本鳗鲡卵巢发育情况 


















0.94±0.18a 0.79±0.09a Ⅱ Ⅱ 
实验组  
treated group
2.10±0.21b 1.23±0.15b Ⅱ Ⅱ 
注: 同列数据上标不同表示组间存在显著差异(P<0.05).  
Note: Data with different superscripts in the same column are 
significantly different (P<0.05). 
 
2.2  血清中 E2 和 11-KT 的含量 
实验组和对照组日本鳗鲡血清 E2 和 11-KT
含量均低于 1 mg/L, 处于较低水平。实验组血清
E2 和 11-KT 含量均显著高于对照组(P<0.05), 其
中实验组 11-KT 含量约为对照组的 4 倍(表 3)。 
2.3  相关基因的表达 
对照组和实验组日本鳗鲡卵巢和肝脏中内参
基因 β-actin 的表达量一致(图 2b)。但是, vtg 在实 




图 1  日本鳗鲡的卵巢组织切片图 
a. 对照组; b. 实验组; N. 核仁; O. 脂滴. 
Fig. 1  Photomicrographs of histological sections for Japanese eel Anguilla japonica ovary 
a. control group; b. treated group; N. nucleolus; O. oil droplet. 
 
表 3  日本鳗鲡血清中 E2 和 11-KT 的含量 
Tab. 3  Serum E2 and 11-KT levels of  
Japanese eel Anguilla japonica      ng/L   
组别 group E2 11-KT 
对照组 control group 214.64±25.15a 34.58±9.03a 
实验组 treated group 321.26±48.19b 140.57±14.95b
注: 同列数据上标不同表示组间存在显著差异(P<0.05).  
Note: Data with different superscripts in the same column are 




图 2  日本鳗鲡肝脏 vtg 和卵巢 cyp19a1 表达量 
a-1. 对照组肝脏 vtg; a-2. 实验组肝脏 vtg; a-3. 对照组卵巢
cyp19a1; a-4. 实验组卵巢 cyp19a1; M. marker; b-1. 对照组
肝脏 β-actin; b-2. 实验组肝脏 β-actin; b-3. 对照组卵巢
β-actin; b-4. 实验组卵巢 β-actin. 
Fig. 2  Expression of vtg in the liver and cyp19a1 in the ovary 
of Japanese eel Anguilla japonica 
a-1. vtg in liver in the control group; a-2. vtg in liver in the 
treated group; a-3. cyp19a1 in ovary in the control group;  
a-4. cyp19a1 in ovary in the treated group; M. marker;  
b-1. β-actin in liver in the control group; b-2. β-actin in liver 
 in the treated group; b-3. β-actin in ovary in the control group; 
b-4. β-actin in ovary in the treated group. 
 
验组日本鳗鲡肝脏中的表达量高于对照组。实验
组和对照组卵巢中 cyp19a1 仅微量表达(图 2a)。
对照组和实验组的肝脏均未检测到 erα 和 erβ 的
表达。 
2.4  肌肉脂肪酸含量 
用 37 种脂肪酸标准样品分析后, 在日本鳗鲡
肌肉样品中共检测到 42 个峰用于定量分析, 其中
饱和脂肪酸(SFA) 12 个, 单不饱和脂肪酸(MUFA) 








3  讨论 
实验结果显示, 饲料中添加中草药淫羊藿和
菟丝子后 , 日本鳗鲡卵巢仍处于第Ⅱ期 , 未出现
卵黄颗粒, 但是, GSI 和 HSI 均显著高于对照组, 
卵细胞油滴明显增大、增多, 核仁变小增多, 血清
性类固醇激素 E2 和 11-KT 含量显著升高, 肝脏卵
黄蛋白原基因 vtg 表达量升高, 肌肉总脂肪酸, 高
不饱和脂肪酸 AA、EPA 和 DHA 含量显著升高, 表
明淫羊藿和菟丝子能够促进日本鳗鲡卵巢的发育。 
本研究中 ,  淫羊藿和菟丝子能提高血清
11-KT 和 E2 的水平, 特别是 11-KT。11-KT 是鱼
类卵细胞发育中卵黄生成前期最重要的性类固醇
激素 , 能促进日本鳗鲡卵母细胞中油滴的累积 , 
促进卵巢的发育[27]。Damsteegt 等[28]研究发现, 
11-KT 是通过提高低密度脂蛋白(脂滴的主要成 
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表 4  日本鳗鲡肌肉脂肪酸组成 
Tab. 4  Fatty acid composition of muscle in Japanese eel Anguilla japonica    mg/kg (鲜重 wet weight)   
脂肪酸 fatty acid 对照组 control group 实验组 treated group 脂肪酸 fatty acid 对照组 control group 实验组 treated group 
C12:0 68.92±1.88 54.79±31.85 C24:1n9 204.10±25.37 306.50±109.45 
C13:0 23.55±3.53 35.63±8.91 C18:2n6T 151.09±7.46 229.28±20.24* 
C14:0 6794.10±992.56 11241.71±2650.15* C18:2n6c 6784.10±587.05 9495.17±2845.57 
C15:0 469.70±47.36 747.30±160.71* C18:3n6 271.27±24.80 456.28±139.73 
C16:0 36510.93±4960.86 57032.28±12137.21* C18:3n3 957.86±118.20 1172.90±267.98 
C17:0 452.86±68.78 757.62±197.03 C20:2 505.97±42.92 784.67±196.10 
C18:0 6880.22±459.26 9815.11±2282.84 C20:3n6 701.75±23.35 1208.13±448.47 
C20:0 128.48±0.97 231.97±51.46* C20:4n6 (AA) 1141.62±32.47 1952.36±278.31* 
C21:0 20.91±9.15 40.30±10.08 C20:3n3 108.65±9.91 132.37±3.75* 
C22:0 25.82±2.96 16.82±6.17 C20:5n3 (EPA) 1542.39±261.52 2139.83±221.75* 
C23:0 59.37±43.53 92.15±20.46 C22:2n6 114.68±10.66 164.72±55.50 
C24:0 208.29±13.42 427.31±116.33* C22:6n3 (DHA) 11519.15±1986.57 17456.46±2827.83* 
C14:1n5 192.96±52.93 250.12±31.79 SFA 51629.98±6260.17 80506.65±17720.02*
C15:1n5 80.06±10.95 133.55±43.93 MUFA 91387.57±12576.68 135285.50±13134.29*
C16:1n7 12506.36±2081.66 20346.28±3016.68* PUFA 23760.31±2830.74 35192.14±7305.23 
C17:1n7 415.82±61.03 740.72±141.13* HUFA 15013.56±2287.176 22889.14±3780.11* 
C18:1n9T 249.40±6.39 377.53±38.11* totals 166777.9±21600.19 250984.3±38159.54*
C18:1n9c 77037.33±10282.38 112764.1±9670.34* n-3 14128.05±2354.32 20901.55±3321.31* 
C20:1 109.13±2.82 157.30±36.72 n-6 9126.289±627.52 13505.92±3787.83 
C22:1n9 129.48±16.44 209.36±46.14 n-3/n-6 1.54342±0.21 1.60±0.20 
注: *表示实验组和对照组有显著差异(P<0.05). 






雌激素受体的表达[29], 提高下丘脑 GnRH 以及垂
体对促性腺激素释放激素的反应性和垂体 GtH 水
平[30-31]。GtH 进一步刺激芳香化酶的表达, 提高体
内 E2 水平[19]。但是, 本研究中实验组卵巢芳香化
酶基因 cyp19a1 的表达量很低, 相比对照组没有提
高, 而实验组血清 E2 含量虽然有显著提高, 但依
然处于较低水平。以往的研究表明, 日本鳗鲡卵




还未到卵黄生成期, 肝脏卵黄蛋白原基因 vtg 的
表达量很低[34], 实验组肝脏未检测到 E2 受体 erα












脂肪含量中 HUFA 和 n-3 PUFA 的含量显著高于
对照组, n-6 PUFA 的含量高于对照组但不显著。日
本鳗鲡亲鱼和稚鱼一样需要 n-3 和 n-6 PUFA[38]。在
其他淡水和海水鱼类的研究表明, AA 能够刺激 T
等类固醇激素的合成和增强 GtH 的作用, 促进卵
母细胞发育成熟, 而 EPA 却可以抑制 AA 促进类
固醇合成的作用[8]。但是, 研究表明, 饲料中较高
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的 n-3 脂肪酸虽然没有显著提高欧洲鳗鲡(A. an-
guilla)(卵黄生成前期)的血清 E2、T 和 11-KT 水
平, 但在后期外源激素诱导过程中亲鱼对外源激
素更加敏感, 卵泡发育更快至Ⅳ期后的核偏位和
胚泡破裂 (germinal vesicle break-down, GVBD), 
n-3 脂肪酸和 n-6 脂肪酸一样可以促在鳗鲡巢中发
育成熟[8]。 
而在卵子质量和胚胎发育阶段, n-3 脂肪酸和
n-6 脂肪酸的作用不同。Furuita 等[39]发现, 日本
鳗鲡卵子的 n-6 脂肪酸含量与卵子质量呈负相关
的关系; n-6 脂肪酸不利于胚胎发育和降低仔鱼质
量, 而 n-3 脂肪酸能提高受精卵的孵化率[38]。进
一步研究发现 AA 在日本鳗鲡卵巢中的含量高于
卵子, 而 EPA 正好相反, 表明卵巢发育更需要 AA。
已有研究证明, AA 可以诱导类固醇的合成[8], 卵
子和仔鱼发育更需要 EPA 等 n-3 不饱和脂肪酸[38]。
n-3 系列不饱和脂肪酸, 尤其是 DHA 在幼鱼发育
中有重要的作用[40-42]。 
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Chinese herbs Epimedium brevicornum Maxim. and Cuscuta chinensis 
Lam. induced ovary development in Japanese eel Anguilla japonica 
LAI Xiaojian1, 2, CHEN Shixi3, LAI Guoyin4, CHEN Yun1, CHEN Jinmin1, LI Zhongqin1, 2, WANG Yilei1 
1. Fisheries College, Jimei University, Xiamen 361021, China; 
2. Engineering Research Center of the Modern Industry Technology for Eel, Ministry of Education, Xiamen 361021, 
China 
3. College of Ocean and Earth Sciences, Xiamen University, Xiamen 361102, China 
4. Technical Center of Xiamen Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau, Xiamen 361026, China 
Abstract: In the present study, female Japanese eels (Anguilla japonica) with an average body weight of 
(592.5±52.5) g were fed with a commercial diet supplemented with two Chinese herbs Epimedium brevicornum 
Maxim. and Cuscuta chinensis Lam at a water temperature of (21±1)℃ for 90 d. Then, the histological structure 
of ovarian development; changes in serum 11-KT and E2 levels; mRNA expression levels of liver vitellogenin 
(vtg), estrogen receptors (erα, and erβ), and ovarian aromatase (cyp19a1);, and the fatty acid composition were 
investigated by tissue section staining, immunoenzymatic assays, semi-quantitative PCR, and gas chromatography, 
respectively. The results showed that the gonadosomatic indices (GSIs) and the hepatosomatic indices (HISs) in 
the Japanese eels fed with diets containing E. brevicornum Maxim. and C. chinensis Lam. were significantly 
higher than those in the control group (P<0.05); the treated group also showed ovaries filled with advanced peri-
nucleolar follicles and increased numbers of oil droplets, and significantly higher serum 11-KT and E2 levels 
(P<0.05). Expression of vtg mRNA was elevated in the liver of the treated group; however, cyp19a1 mRNA levels 
were extremely low in the ovaries of both the control group and the treated group, and the expression of erα and 
erβ mRNA was not detected in the livers of the two groups. Total fatty acid levels, including saturated fatty acids 
(SFA), monounsaturated fatty acids (MUFA), and highly unsaturated fatty acids (HUFA), in muscle were signifi-
cantly higher in the Japanese eels fed with diets containing E. brevicornum Maxim. and C. chinensis Lam than in 
the control group fish (P<0.05); particularly, the levels of arachidonic acid (AA), eicosapentaenoic acid (EPA), 
and docosahexaenoic acid (DHA) were higher in the treated group. These findings indicated that the two Chinese 
herbs, E. brevicornum Maxim. and C. chinensis Lam., induced early ovary development by increasing oil droplets 
of previtellogenic oocytes and promoted vitellogenin accumulation in the liver of parental female Japanese eels. 
Moreover, E. brevicornum Maxim. and C. chinensis Lam. accelerated absorption of fatty acids, particularly HUFA, 
from diets, and subsequently their accumulation in the muscle, to prepare for vitellogenesis and further develop-
ment of oocytes. 
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